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論 文 内 容 の要 旨
【背 景 と 目的 】
生 物 は 日々,様 々 な刺激(紫 外線,活 性 酸素,温 度 変化,浸 透圧 変 化 等)に見 舞 われ,こ
れ に適応 で き るよ うな メカ ニ ズ ム を細 胞 単位 で持 って い る。 細胞 が この様 な刺 激 を受 けた
とき,様 々 な遺 伝 子 シ グナ ル が動 き,細 胞周 期 を停 止 させ 細 胞 の修 復 に あ った た り,細 胞
を 自 ら死 に追 いや った り,細 胞 の機 能 を停止 させ耐 え忍 ん だ りと状 況 に応 じた シ グナル が
選択 され る。DNA損 傷 に反応 す るシ グナ ル,環 境 ス トレス に反応 す るシ グナル,細 胞 分裂
を正常 に進 め るた めに 存在 す るシ グナル 伝 達系 等 が存在 す る。 これ らの シ グナル 伝 達 系 の
不全 は,様 々な疾 患 を引 き起 こす こ とが知 られ て お り,生 物 に とっ て如何 に大切 であ るか
を物 語 って い る。 具 体 的 には,ATM欠 損;毛 細 血管 拡 張性 運 動 失調,XPFamily異常:
色 素性 乾 皮症,分 裂 期 シグナ ル伝 達 異 常:Robert病,がん の多発,等 が知 られ て い る。一
方,MAPKの 異 常活性 化 はが ん等 の疾 患 を誘 発 す る こ とが知 られ てお り,MAPKは が ん原
遺伝 子 に分類 され る。 この様 に,あ る刺 激 に よる シグナ ル伝 達 系 は活 性 化 され な けれ ば,
重 大 な疾 患 を生 む が,逆 に活性 化 しす ぎる と細 胞 に悪 影 響 を及 ぼ す場 合 が存 在 す る。
中心 体 の 異常複 製 は,あ る刺激 に 対 して正 常な シ グナ ル伝 達 系(チ ェ ッ クポ イ ン ト)が活
性 化 した際 に,起 こ る可能 性 の あ る弊害 の 一つ で あ る。 中心 体 は2つ の 中心小 体 とそ の周
辺 物 質 か ら成 り,一 つ の 中心 体 と して 存在 して い る。DNA複 製 時(S期)に,中 心体 は複
製 され,間 期(G2期)に 両極 へ と移 動 し,分 裂 期(M期)に は 中心 体 か ら紡錘 糸が 伸 び染 色
体 を引 っ張 る重 要 な役 割 を担 って い る。 中心 体 の異 常複 製 は,多 極紡 錘 体や 不 均 等 な紡錘
体 へ の 張力 を 生み,異 常 な染 色 体分 離 を行 う原 因 とな る と考 え られ てお り,結 果 と して,
染 色 体 異数 化 に な る と考 え られ て い る。染 色 体 異数 化 は細 胞 をが ん 化へ と導 く と,約100
年 も前 か ら考 え られ てい るが,ま だ明 確 な証 明 は され てい な い。 染 色体 の 異数 化 は上 記 で
述 べ た,中 心 体 の異 常増 幅 の みな らず,紡 錘 体 チ ェ ック ポイ ン トの異 常,コ ヒー シ ンの異
常,細胞質 分 裂 時の 異 常が 主 だ った原 因 として あげ られ て い る。染 色 体異 数 化 の原 因 は様 々
で あ り,染 色 体分 裂 時 には 色 々な 異常 を感 知 す るシ グナル 伝 達系 が働 き,染 色 体 異数 化 を
含 め,分 裂期 の異 常 を未 然 に 防い で い る。
本 研 究 で扱 ってい るPHQは,Ortho-phenylphenol(OPP)の代謝 物 で あ る。OPPは 今 で
も レモ ンや オ レン ジ とい った 柑橘 類や 木材 の保 存,繊 維製 品の 生産 時 に,殺 菌 剤 及 び 防 カ
ビ剤 と して使 用 され て い る。OPPとPHQは 雄 ラ ッ トに経 口投 与 した とき,膀 胱 が ん の発
生 率 を,雌 マ ウス にお い て は肝 臓 が ん発 生率 を上 昇 させ る こ とが知 られ て お り,OPPと
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PHQは 発 が ん性 物 質 と して認 知 され て い る。一般 的 に,発 がん は突 然 変異 が原 因で あ る と
され,実 際,ほ とん どの発 が ん物 質 に変 異原 性 が認 め られ る。 しか し,OPPとPHQは 変
異原 性 の有 無 を調 べ るAmes試 験 には 陰性 で あ り,加 えて,OPPはinvivo,invitroにお
い て,DNAへ の結 合,切 断 は ない と され,非 変 異 原性 と して分 類 され て い る。非 変 異原性
で あ るOPPやPHQが どの よ うに してが ん を誘発 す るのか は ま だ不 明確 な ま まで あ る。近
年,本 研 究 室 で は,出 芽 酵母 に よ り,様 々 な非 変異 原性,発 が ん物 質 の影響 解析 を行 って
お り,PHQも その 一っ と して解析 され てい る。 出芽 酵母 にお いて,PHQは 微 小管 の重合
阻 害,G1,G2/M期 で の停 止,さ らに は,染 色 体 喪失(染 色 体 異数 化)が確 認 され てい る。
そ の 中 で も特 に,染 色 体喪 失 は,本 研 究室 で 調べ た 多 くの非 変 異原 性 発 が ん物 質 で観 察 さ
れ て お り,染 色 体 異数 化 は発 が ん の原 因 で は な い か と疑 われ てい る こ とか らも,OPPや
PHQに よ る染色 体 異数 化 が どの よ うに起 こ って い るか を解析 す る こ とは,発がん の1経 路
の確 立み な らず,化 学物 質 の安 全 性 評価 の 面 で も非 常 に有意 義 で あ る。
本 研 究 の最 初 の段 階 で,非 変異 原性 発 が ん物 質 で あ るPHQが ヒ ト細胞 で も出芽酵 母 同
様,染 色体 異数 化 を誘 発 す る こ とを確認 で きた。そ こで,本 研 究 では,PHQが どの よ うな
シ グナル 伝 達 系 を活性 化 も しくは阻 害す る こ とに よって,ど の よ うな原 因で 染色 体異 数 化
を導 くのか をHCT116培養細 胞 を用 いて解 析 す る こ とを 目的 と して い る。
【結 果 】
まず,1)出 芽 酵母 同様,PHQが,ヒ ト細 胞 で も染 色体 異 数化 を誘 発 す るか ど うか確 認
した。 ヒ ト細胞 で もPHQは 出芽酵 母 同様,染 色 体 異数 化 を誘 発 す る ことが確認 され た。
2)PHQがどの細 胞 周期 に影 響 を与 えて い るの か を検 証 した。PHQはG2期,M期 で の 遅
延 を誘 発 した。3)G2期,M期 へ の影響 を受 け 中心 体数 の 異常 を観 察 した。PHQは 中心 体
数 の異 常 を誘 発 す る こ とが分 か っ た。4)中 心 体数 異 常及 び,染 色体 異数 化 がPHQに よる
M期 遅延 と関係 が あ るか ど うか調 べ た。M期 遅 延 を解 消 して も,な お 中心体 数異 常 及 び染
色 体異 数化 を誘発 した。5)G2期 に焦 点 を絞 りどの よ うな シグナ ル がG2期 遅延 に関 わ っ
て い るか調 べ た。P53を介 した シ グナル がPHQに よ るG2期 遅延 に 関わ って い た。6)G2
期遅 延 解 消 に よっ て,PHQに よる 中心体数 異 常 や染 色 体 異数 化 を解 消 で き るか検 証 した 。
①G2期 遅 延解 消(p53欠 損細 胞 使 用)によっ て,中 心 体数 異 常や 染 色 体 異数化 が起 こ らな
くな った。 ②p53の上 流 に存 在す るATM,下 流 のp21欠 損 細胞 で も同様 の結 果 が得 られ
た。7)G2期で 中心 体数 異 常 が本 当に起 こっ てい るのか を検 証 した 。PHQはG2期 経 過 時
一67一
に 中心体 数 異常 を誘 発 す るこ とが示 され た 。8)G2期 で中 心体数 異 常 を誘 発 した細 胞 のそ
の 後(M期)を 調 べ た。①G2期 で中 心体 数 異常 を誘 発 した細 胞 はMetaphaseへと進 入 して
い た。②Metaphaseへと進行 した細 胞 の一 部 は,染 色 体 が正 しく赤 道 面 に並べ てい な か っ
た。
【総 括 】
これ らの結 果 か ら,PHQの 染色 体 異数 化誘 発 メカニ ズ ム は次 の様 に考 え られ る。
PHQはATMを 活 性 化 させ,ATMを 介 したP53の 安 定 化,転 写活 性 化 が行 われ,P21の
転 写 が誘 発 され る。 この 一連 の シ グナル 伝 達 系 に よって,細 胞 周期 はG2期 で 一時 的 に停
止(遅 延)し,そ の 際 に,中 心 体 数 の 異 常 が 誘 発 され,中 心 体 数 異 常 を持 っ た 細 胞 は
Metaphaseで正 常 な染 色 体 の整 列が 阻 害 され る。この細胞 がそ の後 そ の まま 分裂 す る と染
色体 の不均 等 分配 が 起 こ り,染 色 体異 数 化細 胞 が 生 まれ る と考 え られ る。
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論文審査結果の婆旨
発がんは,5・-10個のがん遣伝子及びがん抑制遺伝子の突然変異力潜 積す ることで生 じると考
えられている(多段階発がんモデル)。このモデルは,多 くのぶん細胞の遺伝子を調べ ると,塩基
置換型突然変異が確かにあること,多 くの突然変異誘発化学物質は発がん作用もあること溺背景
として出来上がったものである。一方,最 近の詳細な研究の結果,発 がん作用はある力墺 然変異
誘発作用のない化学物質が多数あることが明らかとなってきた(例 えぼ,防 かび剤のorphenyl
pheno1やphenylhydroquinone)。突然変異誘発作用はあるが,発がん作用のない化学物質も多数
見つかっている(例 えば,ヒ ドロキシルア ミンなど)。突然変異誘発作用の無い発がん物質の場
合,DNA損傷 を作ることな く,他方 ヒト培養細胞では染色体の変化を導 くことが多残 発がん作用
のない突然変異誘発物質の場合,突 然変異を誘発するが,染 色体への作用は大変弱い。突然変異
誘発 も発 溺ん作用 も陽性である多 くの化学物質の場合,塩 基置換突然変異を誘発す ると共に染色
体への作用 も同様に強い。 このような現状を背景 として今井勝は,発 がん作用はあるが突然変異
誘発作用のないphenylhydrequinone(PHQ)がヒ ト培養細胞に対していかなる作用をあらわすかを
研究 した。その結果,PHQは異数性,ア ポ トー シス,G2/M期の細胞周期の遅延,中 心体の増幅等
を導くことが分かった。異数性と中心体増幅に注 目して次に,ATM->p53->p21のシグナル系が
関わるかどうかを調べた所,PHQはATMやP53を活性化す ること,活性化を阻害すると,異数性や
中心体増幅が見られないことが分かった。一方,PHQはDMに対 して損傷はほとんど作らない。従
って,PHQは㎜ 損傷には依存 しない方法でA[IMを活性化 し,P53の安定化 と活性化が行われ,そ
の結果r-一・…っは細胞周期がG2/M境界で遅延 し,その際に中心体を増幅 し,その細胞が 皿etaphaseに
そのまま進行すると,正常染色体の整列が阻害され,結 果として異数性を導くと結論 した。
これらの成果は,突然変異を誘発 しない発がん剤の作用機構を明確に巍明するだけでなく,細胞分裂
期の異常に対する制がん剤開発に道を開くもので,今井勝が自立して研究活動を行 うに必要な高度の研
究能力と学識を有することを示 している。したがって,今井勝提出の論文は,博士(生命科学)の学位
論文として合格 と認める。
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